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(§) Verfahren und Reagenzzum Nachweis einer Nukleinsaure-Sequenz 

Gegenstand der Anmeldung ist ein Verfahren zum Nach- 
weis einer Nukleinsaure-Sequenz durch Hybridisierung mit 
einer Indikatorsubstanz, die eine zur gesuchten NukleinsSu- 
re-Sequenz 1 komplemenlSre Nukleinsaure-Sequenz 2 so- 
wie eine oder mehrere Erkennungssequenzen 3 enthart. Das 
so gewonnene Hybridisierungsprodukt wird mit einer zwei- 
ten Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 3 komplemen- 
t§re-Sequenz 4 sowie eine Markierungsgruppe aufweist, 
umgesetzt und die Markierungsgruppe im Hybridisierungs- 
produkt wird anschlieBend nachgewiesen. 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenz zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens, das eine 
erste Indikatorsubstanz mit einer zur gesuchten NukleinsSu- 
re-Sequenz 1 komplementaren Nukleinsaure-Sequenz 2 und 
einer oder mehreren Erkennungssequenzen 3, eine zweite 

< Indikatorsubstanz mit einer zur Sequenz 3 komplementaren 
Nukleinsaure-Sequenz 4 und einer Markierungsgruppe so- 
LO wie ein Naohweissystems fur diese Markierungsgruppe ent- 
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0) 

S 

UJ 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 10.86 508 049/456 



X 



... YL r - 



3420925 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis einer NukleinsSure-Sequenz 
durch Hybridisierung rait einer Indikatorsubstanz , die 
eine zur gesuchten NukleinsSure-Sequenz komplementSre 
NukleinsSure-Sequenz enthSlt, und NachweiB des 
Hybridisierungsprodukte rait Hilfe eines 
Markierungsmittels, dadurch gekennzeichnet, daS die 
nachzuweisende NukleinsSure-Sequenz CSequenz l) rait 
einer ersten Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 1 
kompleraentare NukleinsSure-Sequenz (Sequenz 2) sowie 
eine oder mehrere Erkennungssequenzen (Sequenz 3) 
enthait, hybridisiert , das so gewonnene 
Hybridisierungsprodukt rait einer zweiten 
Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 3 
komplementSren NukleinsSure-Sequenz (Sequenz 4) sowie 
eine Markierungsgruppe aufweist, uragesetzt und die 
Markierkungsgruppe im Hybridisierungsprodukt 
nachgewiesen wird. 

2. Verfahren geraSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die erste Indikatorsubstanz mehrere 
unterschiedliche Erkennungssequenzen 3 tragt und ein 
Gemisch von zweiten Indikatorsubstanzen eingesetzt 
wird, die sich durch verschiedene, zu den 
unterschiedlichen Sequenzen 3 jeweils komplementSre 
Sequenzen 4 unterscheiden. 

3. Verfahren gemafi einera der AnsprUche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichent, dafi ein Gemisch von zweiten 
Indikatorsubstanzen mit unterschiedlichen Sequenzen 4 
eingesetzt wird, die zu Teilbereichen der 
Erkennungssequenz 3 korapleraentSr sind. 
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4. Verfahren geraafi einera der Anspriiche 1-3, dadurch 
gekennzeichet , daB als Markierungsgruppe 
Radioisotope-tragende Gruppen, Enzyme oder 
Licht-emittierende Gruppen verwendet werden. 

5. Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet , dafi als Markierungsgruppe ein Hapten 
eingesetzt wird und der Nachweis durch Urasetzen mit 
einem markierten AntikOrper und Mefien der Markierung 
erfolgt. 

6. Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1-5, dadurch 
gekennzeichet, daB die Erkennungssequenz aus einer 
Oligo- oder Polynukleotid-Sequenz mit mindestens 10 
Nukleotid-Einheiten besteht. 

7. Verfahren gemSB Anspruch 6, dadurch gekennzeichet, daB 
als Sequenz 3 die Sequenz eines Klonierungsverktors 
verwendet wird. 

8. Verfahren gemSB Anspruch 6, dadurch gekennzeichet, daB 
als Sequenz 3 eine synthetische NukleinsSure-Sequenz 
darstellt, die in dem Untersuchungsmaterial nicht 
vorkommt . 

9. Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1-8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Sequenz 2 in 
Einzelstrangphagen kloniert ist. 

10. Verfahren gem3B einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichet, daB die zweite 
Indikatorsubstanz teilweise zur Sequenz 3 
komplementare und teilweise mit Sequenz 3 identisch 
Sequenzen 4 enthait. 
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11. Abwandlung eines Verfahrens gemSB einem der 
vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als zweite Indikatorsubstanz eine nichtmarkierte 
Substanz mit der Nukleinsaure-Sequenz 4 und einer oder 
mehreren weiteren Erkennungssequenzen 5 eingesetzt und 
das Produkt der zweiten Hybridisierungsreaktion in 
einem dritten Hybridisierungsschritt rait einer dritten 
Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 5 
komplementSre Sequenz 6 und die Markierungsgruppe 
trSgt, hybridisiert wird. 

12. Reagenz zur Durchfiihrung des Verfahrens gemSB einem 
der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB es 
eine erste Indikatorsubstanz mit einer zur gesuchten 
Nukleinsaure-Sequenz 1 kompleraentaren 
NukleinsSure-Sequenz 2 und einer oder mehreren 
Erkennungssequenzen 3, eine zweite Indikatorsubstanz 
mit einer zur Sequenz 3 komplementaren 
Nukleinsaure-Sequenz 4 und einer Markierungsgruppe 
sowie ein Nachweissystem fur diese Markierungsgruppe 
enthalt . 

13. Reagenz gemafi Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Markierungsgruppe Radioisotope-tragende Gruppen, 
Enzyme oder Licht-emittierende Gruppen verwendet 
werden. 

14. Reagenz gemafi Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Markierungsgruppe ein Hapten verwendet wird und 
das Nachweissystem aus einem markierten Antikbrper und 
einem Reagenz zum Nachweis der Markierung besteht. 

15. Reagenz gemafi einem der AnsprUche 12 - 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Markierungsgruppe bzw. zur 
Markierung des Antikorpers ein Enzym verwendet wird 
und das Nachweissystem ein Reagenz zum Nachweis dieses 
Enzym enthalt. 
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Reagenz geraafi Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daS 
als Markierungsenzym Peroxidase oder fi-Galactosidase 
verwendet wird und das Nachweissystem ein chromogenes 
Substrat ftlr diese Enzyme enthSlt. 
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Verfahren und Reagenz zura Nachweis einer NukleinsSure- 
Sequenz 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zura Nachweis einer 
Nukleinsaure-Sequenz und ein fUr dieses Verfahren 
geeignetes Reagenz. 

Nukleinsaure-Sequenzen werden (iblicherweise durch 
Hybridisierung mit einer koraplementSren 

NukleinsSure-Sequenz nachgewiesen, die rait einer nachweis- 
baren Gruppe markiert ist. Bisher erfolgt diese Markierung 
durch Einfuhrung von Radioisotopen- tragenden Gruppen. Da 
das Arbeiten mit radioaktiven Substanzen und der Nachweis 
von Radioisotopen rait erheblichen Nachteilen (Sicherheits- 
vorkehrungen, apparativer Aufwand) verbunden ist, wurde 
verschiedentlich versucht, andere Markierungsmittel ftir 
den Hybridisierungstest zu verwenden. 

Aus der deutschen Of f enlegungsschrif t 29 15 082 ist ein 
Verfahren zura Nachweis von NukleinsSure-Sequenzen bekannt, 
bei dem diese mit einem Indikator hybridisiert wird, der 
eine kompleraentare NukleinsSure enthSlt und der durch 
Bindung an ein Enzym vor oder nach der Hybridisierungs- 
reaktion chemisch raodifiziert ist. Der Nachweis des 
Hybridisierungsproduktes erfolgt schliefilich durch 
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des Markerenzyms . 

In der europaischen Of f enlegungsschrif t 00 70 687 wird 
schliefilich ein Nukleinsaure-Nachweisverf ahren 
beschrieben, bei dem Licht-emittierende Reagenzien als 
nachzuweisende Gruppen eingesetzt werden. 
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Allen diesen bisher bekannten Verfahren gemelnsam ist, daB 
zur Hybridi sierung ein entsprechend markiertes Nuklein- 
sSure-Derivat eingesetzt werden muS, das eine charak- 
teristische, zu der nachzuweisenden NukleinsSure-Sequenz 
komplementMre Nukleinsaure-Sequenz enthalt. 

Die Einfiihrung der Markierungsgruppe ist ira allgemeinen 
sehr aufwendig, so daB die markierten NucleinsSure- 
Derivate teure Produkte darstellen, die bei der Hybri- 
disierungsreaktion in moglichst niedriger Konzentration 
eingesetzt werden. Dariiberhinaus ist es bei dem Verfahren 
gemMB dem Stand der Technik erf orderlich, fur jede nach- 
zuweisende NukleinsSure-Sequenz das entsprechende 
markierte Derivat rait komplementarer Nukleinsaure-Sequenz 
herzustellen. 

Es bestand daher weiterhin der Bedarf nach einera Verfahren 
zum Nachweis von NukleinsSure-Sequenzen, das mit leichter 
herstellbaren und letztlich billigeren Reagenzien durch- 
fiihrbar ist. Aufgabe war es, ein solches Verfahren bereit- 
zustellen. Diese Aufgabe wird durch das erf indungsgemaBe 
Verfahren gelOst. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis 
einer NukleinsSure-Sequenz durch Hybr idisierung rait einer 
Indikatorsubstanz, die eine zur gesuchten Nukleinsaure- 
Sequenz komplementSre NukleinsMure-Sequenz enthSlt, und 
Nachweis des Hybridisierungsproduktes mit Hilfe eines 
Markierungsmittels, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
die nachzuweisende NukleinsSure-Sequenz (Sequenz 1) mit 
einer ersten Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 1 
komplementare Nukleinsaure-Sequenz (Sequenz 2) sowie eine 
oder mehrere Erkennungssequenzen (Sequenz 3), enthalt, 
hybridisiert, das so gewonnene 
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Hybridisierungsprodukt mit einer zweiten Indikator- 
substanz, die eine zur Sequenz 3 komplementare Nuklein- 
sSure-Sequenz (Sequenz 4) sowie eine Markierungsgruppe 
aufweist, umgesetzt und die Markierungsgruppe im Hybri- 
disierungsprodukt nachgewiesen wird. 

Das erf indungsgeraaSe Verfahren hat gegenliber den bisher 
bekannten Methoden den Vorteil, daS die nachzuweisende 
Sequenz 1 zunachst rait einer nicht raarkierten Indikator- 
substanz hybridisiert werden kann, die leicht und in 
grofien Mengen billig hergestellt werden kann. Diese erste 
Indikatorsubstanz kann sorait in dera ersten Hybr idisierungs- 
schritt in groSem UberschuB eingesetzt werden. Dadurch 
wird die Hybridisierung zwischen Sequenz 1 und 
koraplementarer Sequenz 2 begiinstigt, da durch die m5gliche 
hohe Konzentration an erster Indikatorsubstanz eine 
Geschwindigkeitssteigerung der Hybridisierungsreaktion 
bewirkt und dariiberhinaus das Gleichgewicht raehr auf die 
Seite des Hybr idisierungsproduktes verschoben wird. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemafien Verfahrens 
liegt darin, dafl die zura Nachweis verschiedener Nuklein- 
s3ure-Sequenzen 1 benStigten ersten Indikatorsubstanzen 
neben der jeweils komplementSren Sequenz 2 die stets 
gleiche Sequenz 3 tragen konnen, so dafi fur den zweiten 
Hybridisierungsschritt zur Erkennung der Sequenz 3 stets 
die gleiche zweite Indikatorsubstanz mit der koraplemen- 
taren Sequenz 4 eingesetzt werden kann. Nur diese zweite, 
universell einsetzbare Indikatorsubstanz mufi markiert 
werden. 
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Die erste Indikatorsubstanz kann mehrere identische 
Erkennungssequenzen 3 enthalten. Die zweite Indikator- 
substanz rait der komplementSren Sequenz 4 wird dann in 
entsprechend erhbhter Konzentration eingesetzt. Dadurch 
wird ein VerstSrkungsef f ekt und damit eine Empfindlich- 
keitssteigerung erreicht, da fur jede nachzuweisende 
Sequenz 1 eine der Zahl der Erkennungssequenzen 3 ent- 
sprechende Anzahl von Markierungsgruppen zur Erzeugung 
eines MeSsignals zur VerfUgung stehen. 

Die erste Indikatorsubstanz kann aber auch mehrere unter- 
schiedliche Erkennungssequenzen 3 tragen. Der zweite 
Hybridisierungsschritt wird dann mit einem Geraisch von 
zweiten Indikatorsubstanzen durchgef uhrt , die sich durch 
verschiedene, zu den unterschiedlichen Sequenzen 3 jeweils 
komplementSre Sequenzen 4 unterscheiden. Auch hierdurch 
wird eine entsprechende VerstSrkung des Mefisignals 
bewirkt. Ein Sonderfall dieser Ausf (ihrungsform stellt ein 
Verfahren dar, bei dem im zweiten Hybridisierungsschritt 
ein Gemisch von zweiten Indikatorsubstanzen mit unter- 
schiedlichen Sequenzen 4 eingesetzt wird, die zu Teil- 
bereichen der Erkennungssequenz 3 komplementar sind. 

Zur Markierung kbnnen im Prinzip alle Qblichen Mar- 
kierungsmittel verwendet werden. Als besonders vorteilhaft 
hat sich beispielsweise erwiesen, in die zweite 
Indikatorsubstanz Radioisotope tragende Gruppen, Enzyme 
oder auch Licht-emittierende Gruppen einzufiihren. Hierfiir 
stehen dem Fachmann zahlreiche Methoden zur VerfUgung. Es 
kann aber auch mit anderen, nachweisbaren Substituenten, 
z. B. Haptenen, wie Digoxin, Biotin usw. , markiert werden, 
die ihrerseits wieder durch Umsetzen mit den entspre- 
chenden Reagenzien, z. B. markierten 



3420925 

Antikbrpern nach bekannten Methoden nachgewiesen werden 
kOnnen. Besonders bevorzugt ist die Markierung mit Hilfe 
eines Radioisotops oder eines Enzyms. Hierzu wird die 
zweite Indikatorsubstanz in Ublicher Weise mit der das 
Radioisotop tragenden Gruppe bzw. mit dem Markerenzym, 
vorzugsweise Peroxidase oder B-Galactosidase, gegebenen- 
falls uber einen Spacer verkntipft. 

Der Nachweis der Markierungsgruppe in dem Hybridisierungs- 
endprodukt erfolgt nach hierfiir gangigen Methoden. Werden 
Radioisotope eingesetzt, so wird die Radioaktivitat des 
Endproduktes in Ublicher Weise gemessen. Erfolgt die 
Markierung beispielsweise mit einem Enzym, so kann das 
Hybr idisierungsprodukt vorteilhaft mit einem spezifischen 
chromogenen Substrat nachgewiesen werden. 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren lassen sich Nuklein- 
sMuren oder Teile von Nukleinsauren von Krankheits- 
erregern, beispielsweise Viren oder Bakterien, nachweisen. 
Stellvertretend fur zahlreiche mOgliche NukleinsSure- 
Sequenzen 1 seien hier beispielsweise aufgefuhrt: Genome 
von Tumorviren aus Gesamt-NukleinsSure von Tumoren, 
Plasmide oder episomale DNS, bestimmte Gene oder Segmente 
eines Genoms auf DNS-oder RNS-Ebene, die von besonderem 
Interesse sind, weil sie beispielsweise mutiert oder in 
geSnderter HMufigkeit transkr ibiert sind. Die nachzuwei- 
senden Stoffe kbnnen in den verschiedensten Untersuchungs- 
materialien, beispielsweise Serum, Ur in-Sediment oder 
Extrakten, z. B. aus Pf lanzenteilen, enthalten sein. 
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Bei dera erf indungsgemaSen Verfahren wird das DNS oder 
RNS-haltige Material, soweit notwendig, vorbehandelt. 
Hierbei werden das Nachweisverf ahren stSrende Teile, 
beispielsweise die Proteinhulle von Viruspartikeln, 
zerstOrt oder/und abgetrennt. Hierzu kann das Material 
beispielsweise rait einera Enzym behandelt werden, das die 
nachzuweisenden Teile auf- bzw. abtrennt. Die eventuell 
erf orderliche Abtrennung von storenden Teilen oder Bruch- 
stUcken kann beispielsweise rait Hilfe geleelektro- 
phoretischer Trennverf ahren oder durch Phasen- 
trennverfahren erreicht werden. Liegt das Untersuchungs- 
raaterial in Form eines Doppelstranges vor, so ist es 
erf orderlich, mindestens den die nachzuweisende Sequenz 1 
tragenden Teil in EinzelstrSnge zu trennen. Hierzu sind 
verschiedene Verfahren bekannt. Ublicherweise wird hierzu 
die Probe erhitzt und anschlieBend wieder abgeschreckt. 

Vor der eigentlichen Hybridisierungsreaktion wird die 
NukleinsSure rait der Sequenz 1 vorzugsweise an einen 
festen Trager gebunden. Hierzu eignet sich besonders 
Nitrozellulose oder Membranf ilter auf Nylonbasis. Die 
NukleinsSure kann auch kovalent an chemisch aktivierte 
Trager, bevorzugt an Membranen, fixiert werden. Nach der 
Fixierung werden auf dera Trager verbleibende Bindungs- 
stellen fiir Nukleinsauren durch Inkubation mit geeigneten 
Substanzen abgesSttigt. FUr diese Vorhybridisierung 
geeignete Substanzen konnen nicht verwandte Nukleinsauren, 
Detergentien, Polyanionen oder jede beliebige andere 
Substanz sein, welche die FShigkeit besitzt, unspezif ische 
Bindungen an dera Trager abzusattigen. 
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Die eigentliche Hybridisierungsreaktion zwischen der 
NukleinsSure-Sequenz 1 und der ersten Indikatorsubstanz 
erfolgt nach bekannten Methoden. Urn eine Hybridbildung zu 
favor isieren, wird letztere ira UberschuS inkubiert. Dies 
ist mdglich, da die Hybridisierungsprobe rait Sequenz 2 
nicht markiert werden muS und daher in grofien Mengen 
hergestellt werden kann. 

Die Sequenz 2 ist stets komplementSr zu Sequenz 1 und kann 
RNS oder direkt isolierte oder klonierte DNS sein. MOglich 
ist auch, eine Mischung von komplementaren StrSngen, wie 
sie aus doppelstrSngigen Proben erhalten werden, ein- 
zusetzeri. Sequenz 2 ist mit Sequenz 3 derart verbunden, 
daS sie unter den Bedingungen der Hybridisierungsreaktion 
nicht voneinander getrennt werden. Besonders bevorzugt ist 
eine fest kovalente VerknUpf ung . 

Die Erkennungsequenz 3 besteht aus einer Oligo- oder 
Polynukleotid-Sequenz. Die Zahl der Nukleotid-Einheiten 
ist dabei raindestens so groS zu wSLhlen, dafi eine stabile 
Hybridisierung erreicht wird. Im allgeraeinen besteht die 
Sequenz 3 aus mindestens zehn Nukleotid-Einheiten, 
zweckmSSigerweise werden jedoch Sequenzen aus raindestens 
zwanzig Nukleotid-Einheiten verwendet. Besonders 
vorteihaft ist eine Erkennungssequenz aus einem lSngeren 
Heteropolymer, beispielsweise die Sequenz eines Klo- 
nierungsvektors oder eine zusStzlich eingebrachte, 
synthetische Nukleinsaure-Sequenz, die im Untersuchungs- 
material nicht vorkoraramt. 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orra des erfindungs- 
gemSSen Verfahrens wird die Sequenz 2 in eine TrSger- 
substanz eingebaut, die an anderer Stelle auch die Sequenz 
3 enthSlt. Als solche TrSgersubstanzen sind insbesondere 
Einzelstrangphagen geeignet, beispielsweise M13 oder fd, 
in die die Sequenz 2 kloniert wird. Es ktfnnen 
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auch doppelstrSngige Plasmide verwendet werden. Jede 
beliebige Sequenz 2, die zum Nachweis einer bestimmten 
NukleinsSure-Sequenz 1 erforderlich ist, kann rait Hilfe 
des iiblichen Klonierungsverf ahrens in den gleichen Aus- 
gangsstarara von Einzelstrangphagen eingebaut werden. Als 
Erkennungssequenz 3 dient dann jeweils eine identische 
NukleinsSure-Region auf diesem Einzelstrangphagen. 

Nach der Haupt-Hybridisierungsreaktion wird der UberschuB 
an Hybridisierungsprobe mit den Sequenzen 2 und 3 aus dera 
Medium entfernt. Dabei wird unter Bedingungen gearbeitet, 
die die Hybride bestehen lassen. Je nach gewtinschter 
Spezifitat wird bei Temperaturen von 5 bis 20° unter dem 
Schmelzpunkt der Hybride gewaschen. Besonders vorteilhaft 
hat es sich erwiesen, die Temperatur ca. 15° unter dera 
Schmelzpunkt zu wahlen. Je naher die Temperatur am 
Schmelzpunkt des Hybridisierungsproduktes gewShlt wird, 
desto mehr Basenpaare sind erforderlich, urn eine stabile 
Hybridisierung zu erreichen. Je mehr Nukleotide zur 
Bildung von Basenpaaren herangezogen werden, desto 
spezifischer ist die eigentliche Hybr idisierungsreakt ion . 

Der Nachweis der Erkennungssequenz 3 wird mit einer 
zweiten Hybr idisierungsreaktion eingeleitet, bei der die 
Sequenz 3 mit einer NukleinsSure-Sequenz 4 hybridisiert 
wird. Letztere wird von einer zweiten Indikatorsubstanz 
bereitgestellt, die auch die Markierungsgruppe trSgt. Die 
zweite Indikatorsubstanz kann eine zur Sequenz 3 voll- 
stSndig komplementSre Sequenz 4 aufweisen; besser ist es 
jedoch, wenn sie nur teilweise korapleraentSr und teilweise 
identische Sequenzen enthait. Ein derartiges Gemisch 
erhait man beispielsweise, wenn zur Gewinnung von 
Sequenzen 4 tragende Indikatorsubstanzen von doppel- 
strdngigen Materialien ausgeht, diese in EinzelstrSnge 
auftrennt, diese EinzelstrSnge jedoch in dera 
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Geraisch beiafit und als Geraisch weiterverarbeitet . Vor 
allera wenn die Nachweissequenzen (z. B. in Einzelstrang 
gespaltene replikative Forraen von M13) relativ lang sind, 
bildet sich liber den die Erkennungssequenz 3 tragenden 
Stellen eine empf indlichkeitssteigernde Netzwerkstruktur 
von Hybriden mit starker Signalkonzentration. Diese Netz- 
werkstruktur entsteht dadurch, daS Sequenz 4 nur teilweise 
mit Sequenz 3 der ersten Indikatorsubstanz und teilweise 
mit entsprechenden Teilen von mit Sequenz 3 identischen 
Sequenzen aus dem Gemisch der zweiten Indikatorsubstanzen 
hybridisiert. Die nicht abgesattigten Basen der zuletzt 
genannten Sequenz 3 konnen nun ihrerseits mit komplemen- 
taren Teilen einer weiteren Sequenz 4 reagieren usw. So 
entsteht durch standige iiberlappende Hybridisierung ein 
Netzwerk, das ft)r jede nachzuweisende Sequenz mehrere 
Markierungsgruppen tragt. 

Markierte, die Sequenz 4 enthaltenden Materialien sind 
universal einzusetzen, wenn zum Nachweis der verschiedenen 
Nukleinsaure-Sequenzen 1 Hybridisierungsproben eingesetzt 
werden, die sich zwar hinsichtlich der spezifischen zu 
Sequenz 1 komplementaren Sequenz 2 unterscheiden, die aber 
stets die identische Erkennungssequenz 3 aufweisen. Dies 
macht das erf indungsgemafie Verfahren aufierst praktikabel. 
Einmal ist nur ein spezifisches Nachweisreagenz fUr die 
verschiedenen Nachweistests zu markieren; zum anderen ist 
nur dieses eine markierte Nachweismaterial zu bevorraten. 
Als spezifische Reagenzien miissen nur noch die Hybri- 
disierungsproben mit Sequenz 2 und 3 eingesetzt werden. 
Diese miissen nicht mit einer Markierung versehen sein. 
Dadurch sind diese Substanzen leicht herzustellen und 
kbnnen in groSen Mengen zur Verfugung gestellt werden. 

Die Reaktion zwischen der Sequenz 3 und der Sequenz 4 wird 
ebenfalls unter iiblichen Hybridisierungsbedingungen durch- 
gefUhrt. Es ist lediglich darauf zu achten, dafi die 
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im ersten Hybr idisierungsschr itt zwischen Sequenz 1 und 
Sequenz 2 gebildeten Hybride nicht destabilisiert werden. 
Hierzu genllgt es im allgemeinen bei Teraperaturen von 5 - 
50° unter dera Schmelzpunkt der aus Sequenz 1 und Sequenz 
2 gebildeten Hybride zu arbeiten. Vorzugsweise wird eine 
Temperatur gew3h.lt, die ca. 5° unter der Teraperatur 
liegt, bei der die Hybr idisierung zwischen Sequenz 1 und 
Sequenz 3 durchgefOhrt worden ist. 

In Abwandlung des erf indungsgemSfien Verfahrens kann es 
zweckmaSig sein, als zweite Indikatorsubstanz noch einmal 
eine nicht markierte Substanz mit der NukleinsMure-Sequenz 
4 und einer oder mehreren weiteren Erkennungssequenzen 5 
einzusetzen und das Produkt der zweiten Hybr idisierungs- 
reaktion in einera dritten Hybr idisierungsschr itt mit einer 
dritten Indikatorsubstanz, die eine zur Sequenz 5 komple- 
mentare Sequenz 6 und die Markierungsgruppe tr3gt, zu 
hybridisieren. Diese Vorgehensweise empfiehlt sich vor 
allem dann, wenn die zweite Indikatorsubstanz schlecht zu 
markieren ist, wie dies zum Beispiel bei der katalytischen 
Markierung von doppelstrSngiger DNS mit Jod vorkommen kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagens zur 
Durchftihrung des erf indungsgemSSen Verfahrens. Dieses 
enthait eine erste Indikatorsubstanz mit einer zur 
gesuchten NukleinsSure-Sequenz 1 komplementSren Nuklein- 
sSure-Sequenz 2 und einer oder mehreren Erkennungs- 
sequenzen 3, eine zweite Indikatorsubstanz mit einer zur 
Sequenz 3 komplementaren Nukleinsaure-Sequenz 4 und einer 
Markierungsgruppe sowie ein Nachweis- system fOr diese 
Markierungsgruppe . 

Far das Reagens gelten die obigen Ausfiihrungen bezilglich 
des Verfahrens in entsprechender Weise. 



Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel naher 
er lflutert : 
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Beispiel 1 

Ein Nitrozellulose-Filterblatt (10 x 10 cm) wird 2 Minuten 
in 2 x SSC (SSC = 0,015 M Trinatriura-citrat + 0,15 M 
Natriurachlorid) vorgetrankt. Jeder Plot wird rait 25 ml 6 x 
SSC, 0,5 % SDS (SDS = Natrium-Dodecylsulf at) , 100 ^ug 
Kalbs thymus -DNS /ml (10 Minuten auf 100° C vorerhitzt), 5 
x Denhardt sol. (1 % Ficoll, 1 % Polyvinylpyrol idon, 1 % 
Rinderserum-Albumin) in einem Plastikbeutel eingeschweiSt 
und 3 Stunden bei 68° C im Wasserbad inkubiert. 

Von jeder Plot-Tasche werden 17,5 ml LSsung entfernt, zu 
den verbleibenden 7,5 ml werden 185 ^ul 0.4 M EDTA 
zugegeben. Dazu kommt einzelstrSngige M13 DNA mit einem 
Insert von 300 Basenpaaren Epstein-Barr-Virus DNS (10 
Minuten bei 100° C erhitzt, in Eis abgeschreckt) . Pro 
Plot werden 1 ^ug = 58 ^ul zugegeben. Die 
Hybridisierung erfolgt Ober 16 Stunden bei 68° C im 
Wasserbad. 

Nach erfolgter Hybridisierung wird 5 Minuten in 2 x SSC, 
0,5 % SDS bei Raumtemperatur und anschlieSend 2 x 20 
Minuten mit 0,1 x SSC, 0,5 % SDS bei 68° C gewaschen. 

Die Filter werden feucht weiter verarbeitet. Die 
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Hybridisierung erfolgt mit nictranslatierter Probe P 
markierter M13 mp 8 DNS (doppelstrangige replikative Form 
des Bakteriophagen ohne Insertion). Die Filter werden pro 

Plot mit 7,5 ml Hybridisierungslosung wie in Schritt 3 
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inkubiert. Dazu kommen 10 cpm (0,1 ,ug) der P 

o 

markierten Probe, die vorher 10 Minuten bei 100 C 
denaturiert und in Eis abgeschreckt worden ist. Auch hier 
erfolgt die Inkubation Uber 16 Stunden. Die Temperatur 
wird bei 63° C im Wasserbad gehalten. Anschliefiend wird 
wieder 5 Minuten in 2 x SSC, 0,5 % SDS bei Raumtemperatur 
und 2 x 20 Minuten mit 0,1 x SSC, 0,5 % SDS bei 63° C 
gewaschen. 

Der Nachweis des Hybridisierungsproduktes erfolgt durch 
Autoradiographic 



